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RESUMO 
A introdução de biomassa na cadeia produtiva de biocombustíveis como fonte renovável, vem 
aumentando gradativamente, para reduzir os impactos ambientais e a dependência do carvão 
mineral e do petróleo. No entanto, para garantir a viabilidade econômica do processo de 
conversão de biomassa em combustível, é fundamental reduzir o custo da etapa de hidrólise 
da biomassa. O uso de micro-organismos para a hidrólise e para a conversão de celulose em 
etanol tem chamado a atenção de empresas que atuam no desenvolvimento de enzimas, em 
especial o complexo celulase. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo selecionar 
micro-organismos potenciais produtores de celulases. Para isso, amostras de solos e 
serapilheira sob floresta de eucalipto em diferentes idades de plantio foram coletadas e 
submetidas ao isolamento de micro-organismos em meio de cultura seletivo. Escolheu-se 
solos em áreas de cultivo de eucalipto devido o objetivo ser selecionar micro-organismos que 
atuem, especificamente, em madeira de eucalipto. Foram isolados 870 micro-organismos para 
análises com o método de descoloração de vermelho congo. 336 fungos filamentosos, 8 
bactérias e 3 leveduras foram selecionados com capacidade de sintetizar enzimas celulolíticas. 
Destes, 163 foram avaliados como bons produtores de celulases, devido apresentarem índices 
enzimáticos superior a 2,5. Destaca-se que os isolados 25–50, 1–74 e 1–75 apresentaram 
elevados índices enzimáticos: 24,0; 22,0 e 20,0, respectivamente.  A partir desses dados, esses 
isolados podem ser estudados molecularmente e o gene envolvido na produção dessa enzima 
ser caracterizado e clonado. Os resultados obtidos no presente trabalho mostram a importância 
da prospecção de novas linhagens de micro-organismos produtores de celulases. De maneira 
geral, pode-se concluir que é possível a utilização de técnicas de screening para selecionar 
linhagens de um extenso banco de isolados. A metodologia de isolamento e cultivo 
proporcionou a obtenção de 348 isolados celulolíticos, sendo possível selecionar vários deles 
pelas altas produções enzimáticas observadas durante as análises. 
 
Palavras-chaves: biocombustíveis, bioetanol, eucalipto e micro-organismos. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
The introduction of biomass in the biofuels production chain as a renewable source has been 
gradually increasing to reduce environmental impacts and dependence on coal and oil. 
However, to ensure the economic viability of the biomass conversion process into fuel, it is 
critical to reduce the cost of the biomass hydrolysis step. The use of microorganisms for the 
hydrolysis and conversion of cellulose into ethanol has attracted the attention of companies 
involved in the development of enzymes, especially the cellulase complex. Therefore, the 
present work aimed to select potential micro-organisms producing cellulases. For this, 
samples of soils and litter under eucalyptus forest at different planting ages were collected and 
submitted to the isolation of microorganisms in selective culture medium. Soils were selected 
in areas of eucalyptus cultivation due to the objective being to select microorganisms that 
specifically act on eucalyptus wood. 870 microorganisms were isolated for analysis with the 
congo red discoloration method. 336 filamentous fungi, 8 bacteria and 3 yeasts were selected 
with the ability to synthesize cellulolytic enzymes. Of these, 163 were evaluated as good 
producers of cellulases, due to their enzymatic indexes higher than 2.5. It is noteworthy that 
isolates 25-50, 1-74 and 1-75 showed high enzymatic indices: 24.0; 22.0 and 20.0, 
respectively. From these data, these isolates can be molecularly studied and the gene involved 
in the production of that enzyme is characterized and cloned. The results obtained in the 
present work show the importance of the prospection of new lines of microorganisms 
producing cellulases. In general, it can be concluded that it is possible to use screening 
techniques to select strains from an extensive database of isolates. The isolation and 
cultivation methodology allowed the obtaining of 348 cellulolytic isolates, being possible to 
select several of them due to the high enzymatic productions observed during the analyzes. 
Keywords: biofuels, bioethanol, eucalyptus and microorganisms. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Atualmente o mundo enfrenta o progressivo esgotamento de suas reservas de 
energia, principalmente aquelas com base nos recursos não renováveis. Desse modo, um 
dos maiores desafios para a sociedade é atender a crescente demanda de combustíveis para 
processos industriais, transportes e domiciliar de forma sustentável. 
Os biocombustíveis se tornam interessantes na matriz energética sustentável por 
serem provenientes de materiais agroindustriais, além de contribuir no aproveitamento de 
resíduos descartados pelas indústrias. Isso acarreta no aumento do interesse comercial em 
desenvolver tecnologias para a produção de combustíveis a partir de fontes renováveis  
O biocombustível produzido a partir de material lignocelulósico, o bioetanol de 
segunda geração, vem sendo usado mundialmente como fonte de açúcares fermentáveis 
para produção de etanol. A produção de energia baseada na biomassa lignocelulósica é 
uma importante rota que tem o objetivo de redução do impacto ambiental e 
consequentemente a dependência pelo petróleo. 
Um dos grandes desafios para a produção de etanol a partir de biomassa 
lignocelulósica é contornar as barreiras físicas e químicas causadas pela forte associação 
dos componentes da biomassa, os quais dificultam a hidrólise da celulose e hemicelulose a 
açúcares fermentáveis. 
Várias estratégias de pré-tratamento estão sendo empregadas para a conversão 
dessa biomassa, as quais podem ser barreiras físicas, químicas ou biológicas, ou uma 
combinação delas. O pré-tratamento tem como objetivo alterar a estrutura lignocelulósica, 
facilitando assim a ação das enzimas. 
O uso da biotecnologia de conversão de celulose em etanol tem chamado a atenção 
de empresas que atuam no desenvolvimento de enzimas, em especial o complexo celulases. 
A busca por novas fontes de enzimas capazes de somar para este processo é de grande 
interesse industrial, uma vez que essas enzimas são um fator limitante para a ampliação da 
tecnologia de produção do bioetanol devido a seu alto custo. 
Uma atenção particular deve ser dada à microbiota existente no território brasileiro, 
uma vez que esta pode levar ao descobrimento de processos metabólicos utilizados por 
estes micro-organismos, tornando-se importantes para as interações ambientais e em 
futuras aplicações biotecnológicas, como a produção de enzimas que atuam, 
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principalmente, nos dois primeiros processos da produção de etanol celulósico: pré-
tratamento e hidrólise do material vegetal.  
Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo selecionar micro-organismos 
de solo florestais potencialmente produtores de celulases, especificamente para madeira de 
eucalipto. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
Isolamento de micro-organismos produtores de enzimas celulolíticas de interesse 
biológico. 
 
2.2 Objetivos específicos 
  Coleta de amostras de solo e serrapilheira; 
  Cultivo de micro-organismos a partir de amostras de solo e de serapilheira sob 
florestas de eucaliptos em diferentes idades de desenvolvimento; 
  Seleção das colônias de interesse;  
  Análise quantitativa dos isolados com potencial para produção de enzimas 
celulolíticas; 
  Determinação do índice enzimático; 
  Criação do banco de isolados de micro-organismos com potencial para produção 
de enzimas de interesse biotecnológico. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 
 
O progressivo esgotamento de reservas de energia, principalmente aquelas com 
base nos recursos não renováveis, tem chamado atenção de vários setores de pesquisas 
devido a crescente demanda de combustíveis de petróleo e os impactos causados gerados 
pelos mesmos. Desse modo, um dos maiores desafios para a sociedade é atender a 
crescente demanda de combustíveis para processos industriais, transportes e domiciliar de 
forma sustentável (GAURAV et al., 2017). 
O abastecimento do petróleo e o impacto negativo dos combustíveis fósseis no 
aumento da geração de gases poluentes liberados na atmosfera e mudanças climáticas têm 
pressionado a sociedade a encontrar alternativas limpas e renováveis para a produção de 
combustíveis e obtenção de energia devido ao progressivo esgotamento dos recursos não 
renováveis de combustíveis.  (SANCHEZ; CADORNA, 2008). 
As matérias-primas lignocelulósicas são as fontes renováveis mais abundantemente 
encontradas na natureza, sendo compreendidos pelos materiais como palha, cascas, 
bagaços, farelos, os quais podem ser originados de cereais, legumes, frutas, além dos 
resíduos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e gimnospermas (CHANG; 
HOLTZAPPLE, 2000; CASTRO,PEREIRA, 2010). 
O etanol produzido a partir da cana-de-açúcar através da fermentação direta dos 
mostos açucarados é chamado de etanol de primeira geração. Durante sua produção, uma 
grande quantidade de biomassa residual é gerada, sendo aproveitada em manutenções e 
geração de energia térmica. Entretanto, esse resíduo pode ser utilizado na produção de 
etanol, o que chamamos de segunda geração, por meio da hidrólise e fermentação do 
material contido na biomassa, obtendo-se um maior aproveitamento deste resíduo 
(BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2009). 
A biomassa lignocelulósica é rica em celulose, hemicelulose e lignina, sendo a 
remoção da lignina essencial para que haja a hidrólise dos polissacarídeos, em seus 
monossacarídeos correspondentes, que serão fermentados a etanol de segunda geração. 
Essa hidrolise é realizadas por hidrolases conhecidas como celulases (FLORENCIO; 
BADINO; FARINAS, 2017). Na natureza, a biomassa é degradada com o auxílio de 
diversos micro-organismos, principalmente fungos e bactérias, que produzem as enzimas 
necessárias a esta finalidade. Para utilização industrial dos resíduos lignocelulosicos é 
necessário a passar pelo processo de hidrólise, etapa que pode ser realizada por ação de 
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enzimas, produzidas por micro-organismos, gerando subprodutos rentáveis (SOCCOL et 
al., 1994). 
A conversão da biomassa lignocelulósica em glicose é a etapa crucial na conversão 
desse em outros produtos e bioetanol. A procura por novos micro-organismos que 
produzam enzimas capazes de realizar a hidrólise de madeira é objetivo de diversos grupos 
de pesquisas (NASCIMENTO et al., 2009). Essa conversão tem se apresentado bastante 
eficiente e vantajosa visando à adequada e bioconversão de lignocelulose em seus 
componentes fermentáveis. 
 
3.1 Biomassa 
O desenvolvimento agroindustrial gera, diariamente, toneladas de resíduos sólidos 
que, muitas vezes, acarretam problemas ambientais. Muitos desses passivos ambientais são 
materiais lignocelulósicos. Além disso, uma das maiores fonte de energia renovável do 
mundo é a madeira, composta por até 80% de celulose e hemicelulose, além de uma parte 
de lignina (CASTRO; PEREIRA JR, 2010). 
O uso de resíduos como matéria-prima em processos biotecnológicos diminui o 
impacto sobre o meio ambiente, além de promover a agregação de valor econômico aos 
resíduos subutilizados (CASTRO; PEREIRA JR, 2010; BINOD; SINDHU PANDEY, 
2016). Esse tipo de biomassa é constituído por três principais frações poliméricas: celulose 
(40-50%), hemicelulose (30-40%) e lignina (8-10%). Uma fração menor composta de 
pectina se encontra associada a essas outras três por meio de ligações covalentes e não 
covalentes (Figura 1) (BINOD; SINDHU; PANDEY, 2016). Esses constituintes podem ser 
convertidos a diversos produtos com maior valor agregado como etanol, proteínas, ácidos 
orgânicos e aminoácidos, entre outros. 
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Figura1: Estrutura recalcitrante de biomassas lignocelulósicas e apresentação das frações poliméricas: 
celulose, hemicelulose e lignina (adaptado de RUBIN, 2008). 
 
A celulose forma um esqueleto que é cercado por hemicelulose e por lignina, a qual 
confere certa rigidez. Por estarem todas intimamente associadas entre si e devido o caráter 
heterogêneo das partículas que compõem a biomassa, esta têm um caráter recalcitrante à 
hidrólise (CHANG; HOLTZAPPLE, 2000; ROGALINSKI; INGRAIN; BRUNNER, 2008; 
CAGNON et al., 2009). Logo, para o aproveitamento destes materiais torna-se necessário 
o uso de processos de decomposição dos compostos lignocelulósicos, os quais envolvem o 
uso de produtos químicos ou o uso de complexos enzimáticos, que causam a hidrólise da 
celulose e hemicelulose. 
A celulose é um dos maiores constituintes dos vegetais, cerca de 40 a 50%. É o 
principal polissacarídeo estrutural das paredes de células vegetais, consistindo na matéria 
mais abundante da natureza. Realiza um papel exclusivamente estrutural nas plantas, 
atribuindo na célula proteção osmótica e resistência mecânica (YOON et al., 2014). É um 
polímero linear, podendo conter até 15.000 monômeros de D-glicose unidos por ligações 
β-1-4 glicosídicas (Figura 2). As ligações de pontes de hidrogênio resultam na formação de 
fibrilas que se associam formando as fibras de celulose. Aproximadamente 30 moléculas 
individuais de celulose são agrupadas em unidades maiores denominadas fibrilas 
elementares, que por sua vez são empacotadas novamente formando microfibrilas e estas, 
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por fim, constituem as fibras de celulose (JORGENSEN; KRITENSEN; FELBY, 2007; 
HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). 
 
 
Figura 2: Estrutura química da celulose de matérias lignocelulósicos (adaptado de ZANGH & LYND, 
2004) 
 
A extremidade da cadeia em que se encontra o resíduo de glicose, cujo carbono não 
está livre, é chamada de extremidade redutora, que é hidrolisável mais facilmente, que 
pode ser facilmente hidratada e mais acessível às enzimas. Já a outra extremidade é 
conhecida como não redutora, que torna a celulose insolúvel e mais resistente à ação 
enzimática (LYND; BASKARAN; CASTEN, 2001). 
A celulose é quimicamente simples, constituindo-se basicamente de glicose, mas 
sua forma cristalina, muito rígida, é um dos materiais mais resistentes encontrado na 
natureza (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005). 
A hemicelulose (figura 3) é o segundo polissacarídeo mais comum na natureza, 
representando cerca de 20 a 40% da biomassa lignocelulósica. Presente na lamela média 
das células vegetais é constituída por uma classe heterogênea de polímeros, que podem 
conter monossacarídeos, como D-xilose, e outras subunidades, como D-manose, D-glicose, 
L-arabinose, D-galactose e ácidos urônicos (Figura 3) (POLIZELI, et al., 2005). 
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Figura 3: Componentes estruturais encontrados na hemicelulose (SJOSTROM & ALÉN, 1999). 
 
A composição da hemicelulose varia segundo os diversos grupos de plantas e tipos 
de células. Sua estrutura hemicelulósica e diferentes conformações se dão a variedade de 
ligações e ramificações, bem como a presença das diferentes bases monoméricas (BON; 
GÍRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008). A cadeia principal pode ser constituída de uma só 
unidade, como a xilana, ou duas ou mais unidades, como as glucomananas e 
arabinogalactanas (SJOSTROM & ALÉN, 1999). 
A hemicelulose é ligada a celulose por pontes de hidrogênio e também por ligações 
covalentes e não covalentes com a lignina e outros polímeros. Sua estrutura hemicelulósica 
não contém regiões cristalinas e é mais suscetível à hidrólise química (BON; GÍRIO; 
PEREIRA JUNIOR, 2008). São quimicamente muito variáveis e sua hidrólise resulta na 
formação de uma variedade de pentoses, hexoses e ácidos (ARO; PAKULA; PENTTILA, 
2005). 
Por sua vez, a lignina constitui 10 a 20% da fração não polissacarídica mais 
abundante presente nos materiais lignocelulósicos. Está associada à celulose e 
hemicelulose, conferindo à planta rigidez, impermeabilidade e resistência dos tecidos 
vegetais ao ataque microbiológico e mecânico. Atua como material ligante na parede 
celular e preenche, juntamente com a hemicelulose e pectina, os espaços entre as fibras de 
celulose, diminuindo a elasticidade da parece celular e reduzindo a passagem de água pelas 
paredes celulares (RAVE et al., 2001). Sua estrutura não uniforme, complexa, com massa 
molar elevada é formada pela polimerização de unidades de fenil propano interligadas por 
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ligações covalentes simples de carbono e do tipo éter, caracterizadas por possuírem um 
anel aromático com diferentes substituintes (Figura 4) (BOER et al., 2007; BON; GÍRIO; 
PEREIRA JUNIOR, 2008). 
 
 
Figura 4: Estrutura da lignina (BOER et al., 2007) 
 
3.1 Enzimas Celulolíticas 
As enzimas são moléculas proteicas, especializadas em catalisar reações biológicas. 
Possuem importantes propriedades catalíticas, como alta conversão, alto grau de 
especificidade na transformação de substrato a produto e elevada atividade em condições 
ambientais moderadas, aceleram notavelmente as velocidades das reações químicas, e 
dentre outras funções, são capazes de decompor moléculas complexas em unidades 
menores, como polissacarídeos em oligossacarídeos ou monossacarídeos (OLIVEIRA et 
al., 2004). São divididas em seis grandes classes, baseadas no tipo de reação que elas 
catalisam: oxirredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (SANTOS, 
2007). 
As celulases têm despertado um maior interesse industrial devido a sua ação 
lignocelulolítica. Constituem um complexo capaz de atuar em materiais celulósicos 
promovendo sua hidrólise, são enzimas biocatalisadoras altamente específicas que atuam 
em conjuno para a liberação de açúcares, a glicose é o que desperta maior interesse 
industrial, devido à possibilidade de sua conversão em etanol (CASTRO; PEREIRA JR, 
2010). 
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3.1.1 Celulases 
As celulases constituem um complexo capaz de degradar a estrutura de materiais 
celulósicos, devido a grande especificidade e eficiência catalítica encontradas nesse grupo 
de enzimas (CASTRO; PEREIRA JR, 2010). Este sistema enzimático é constituído por um 
conjunto de hidrolases glicosídicas que são classificadas de acordo com seu local de 
atuação no substrato celulósico, sendo divididas em três grandes grupos: as endo-β-1,4-
glucanases ou endonucleases, que clivam ligações internas da fibra celulósica; as exo-β-
1,4-glucanase ou celobiohidrolases, ou apenas exoglucanases, que atuam na região externa 
da celulose; e as β-glicosidases, que hidrolisam oligossacarídeos solúveis em glicose 
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010). Esses três tipos de enzimas atuam de forma sinérgica na 
hidrólise de celulose (Figura 5) (ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006). 
 
 
Figura 5: Ação das endoglucanases, exoglucanases e β-glucosidase na degradação da celulose (SANTOS, 
2012; adaptado de WATANABE & TOKUDA, 2010). 
 
Estas enzimas agem da seguinte maneira: as celobiohidrolases atuam na terminação 
da cadeia e liberam celobiose como produto principal; as endoglucanases atuam 
aleatoriamente ao longo da cadeia produzindo novos sítios de ataque para as 
celobiohidrolases; e as β-glucosidases finalizam o processo através da hidrólise da 
celobiose e de outros oligossacarídeos à glicose (Figura 6) (ZANDONÁ FILHO, 2001). 
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Figura 6: Representação esquemática da ação catalítica da celulase sobre celulose gerando glicose 
(VILELA, 2013). 
 
Essas enzimas podendo ser aplicadas em diversos ramos, como, nas indústrias 
alimentícias, na produção de detergentes, de polpa e papel, gestão de resíduos, extração e 
clarificação de sucos, na produção de cerveja e vinhos, na alimentação animal e indústria 
têxtil (BHAT, 2000). Mais recentemente, essas enzimas têm sido utilizadas na 
sacarificação de materiais lignocelulósicos para a produção de etanol (BHAT e BHAT, 
1997). 
As enzimas do complexo celulolítico são centrais para a transformação da biomassa 
e produção de etanol e bioprodutos. No entanto, as celulases são enzimas de custo 
relativamente alto. Logo, uma significante redução no custo de sua produção torna-se um 
fator importante comercialmente (FACCHINI, 2010). 
 
3.1.1.1 Endoglucanases 
As endoglucanases são as enzimas do complexo celulolítico responsáveis por 
iniciar a hidrólise da molécula de celulose, a qual acontece aleatoriamente às regiões 
internas da estrutura amorfa da fibra celulósica. O rompimento das ligações β-1,4 na região 
central da molécula, libera açúcares e oligossacarídeos de diversos graus de polimerização 
e, logo, novos terminais, sendo um redutor e um não redutor (LYND et al. 2002). Estas 
enzimas são fundamentais para a rápida solubilização do polímero celulósico devido à sua 
fragmentação em oligossacarídeos de diversos graus de polimerização (DIENES; 
EGYHAZI; RÉCZEY, 2004; ZHANG; LYND, 2004).  
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A carboximetilcelulose (CMC) é utilizada como substrato preferencial para a 
atividade dessas enzimas, devido ao seu alto grau de polimerização e baixa cristalinidade 
(CAO; TAN, 2002; ZHANG; HIMMEL; MIELLEZ, 2006). 
 
3.1.1.2 Exoglucanases 
O grupo das exoglucanases (ExG) é constituído pelas celobiohidrolases (CBHs) e 
pelas glucanohidrolases (GHs). São enzimas que possuem estratégia de hidrólise da fibra 
celulásica, sendo capazes de liberar glicose diretamente do polímero (LYND et al., 2002; 
CASTRO; PEREIRA JR, 2010). Atuam sobre os oligossacarídeos gerados pela quebra das 
endoglucanases, fundamentais para a hidrólise cristalina, atua de forma branda e gradual 
para diminuir o grau de polimerização. Atuam nas extremidades da molécula de celulose 
microcristalina, liberando unidades de celobiose e celotriose que consistem em moléculas 
com duas ou três unidades de glicose (CAO; TAN, 2002). 
As CBHs participam da hidrólise primária da fibra e são responsáveis pela 
amorfogênese, que envolve uma ruptura física do substrato, acarretando na 
desestratificação das fibras, promovendo o aumentos na taxa de hidrólise da celulose, por 
tornar as regiões cristalinas mais expostas às celulases (ZHANG; LYND, 2004). Podem ser 
de dois tipos: a tipo I, que hidrolisa terminais redutores, e as do tipo II, que hidrolisa 
terminais não redutores. Essas enzimas sofrem inibição pelo seu produto de hidrólise, a 
celobiose, por isso é de grande importância à atuação de outras enzimas do complexo 
celulolítico – as β-glicosidades (BON; GÍRIO; PEREIRA JUNUIOR, 2008). 
 
3.1.1.3 β-glicosidases 
As enzimas β-glicosidases, conhecidas também como celobiases, possuem 
propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarídeos solúveis em glicose (LYND et al., 
2002), diminuindo assim a inibição das celulases, endoglucanases e exoglucanases, devido 
a presença deste dímero (PETROVA; BAKALOVA; KOLEV, 2002), além de aumentar o 
rendimento total dos açúcares fermentescíveis. Assim as β-glicosidases retiram esse efeito 
inibitório, consequentemente as celulases são produzidas por micro-organismos. Tal como 
as celobiohidrolases, também podem sofrer inibição por seu produto de hidrólise 
(AWAFO, 1997; LYND et al., 2002). 
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 De acordo com Ghose (1987) a atividade desta enzima pode ser determinada 
usando celobiose, uma vez que esta não é hidrolisada por endoglucanases e exoglucanases. 
A alta concentração de glicose obtida nos processos de hidrólise celulolítica da biomassa é 
uma tarefa desafiadora devido à baixa concentração de β -glucosidase em micro-
organismos naturais. 
 
3.2 Micro-organismos Produtores de Celulases 
Os micro-organismos são encontrados em uma extensa variedade de ambientes e 
exercem importantes papéis na natureza. Este grupo caracteriza-se por serem totalmente 
heterogêneo e em termos de habitat, são encontrados em toda biosfera, capazes de 
colonizar com sucesso todos os nichos ecológicos, tanto na superfície, como no mar e 
subsolo (RODRIGUES, 2008). 
Os ecossistemas microbianos possuem uma grande variedade de organismos de 
importância industrial na produção de enzimas hidrolíticas, incluindo bactérias, fungos 
filamentosos e leveduriformes (SINGHANIA et al., 2010). A utilização desses organismos 
desperta grande interesse de estudo por não necessitarem de grandes espaços para seu 
crescimento, possuírem um crescimento rápido em condições favoráveis, conseguirem 
degradar e crescer em diversos substratos, como em resíduos industriais, os quais podem 
ser aproveitados desde que se escolha o micro-organismo apropriado ou adaptado para a 
finalidade esperada, e podem ser manipulados geneticamente para a obtenção de mutantes 
desejados (BRAVO et al., 2000). 
Existe uma grande variedade de micro-organismos que produzem celulases, mas 
apenas alguns são conhecidos como verdadeiros celulolíticos, isto é, são capazes de 
degradar a celulose natural. Em condições laboratoriais, diversos substratos como algodão, 
papel de filtro, carboximetilcelulose (CMC) e resíduos agrícolas vêm sendo utilizados para 
induzir a atividade do complexo lignocelulolítico (AGUIAR; MENEZES, 2000). 
Os micro-organismos que produzem de enzimas celulolíticas são, principalmente, 
consumidores de carboidratos e geralmente incapazes de utilizar proteínas ou lipídeos 
como fontes de energia para o seu crescimento. Alguns micro-organismos apresentam uma 
grande capacidade de secretar grandes quantidades de proteína extracelular, sendo estes os 
mais adequados para a produção de níveis elevados de celulases e xilanases (SANTOS et 
al., 2012). Essas enzimas podem ser produzidas por uma grande gama de micro-
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organismos (Tabela 1) que incluem: os fungos filamentosos dos gêneros Trichoderma, 
Humicola, Penicillium, Aspergillus, Sporotrichum; as leveduras, como as do gênero 
Trichosporium e Cryptococcus; e as bactérias, como as do gênero Bacillus, Pseudomonas, 
Cellulomonas. Os Actinomicetos do tipo Streptomyces também são micro-organismos que 
produzem enzimas lignocelulolíticas (LYND et al., 2002; SANTOS et al., 2012). 
 
Tabela 1: Principais micro-organismos produtores de enzimas lignocelulolíticas. 
 
Fonte: Santos, 2012 
 
Dentre os micro-organismos citados anteriormente (Tabela 1), os fungos 
filamentosos são os mais utilizados. Isso se deve as propriedades fisiológicas, 
enzimológicas e bioquímicas que permitem seu crescimento em substratos sólidos e sua 
bioconversão, aumentando assim a capacidade de hidrólise por estes micro-organismos 
(SOCCOL et al., 1994). Encontrados em grande quantidade no meio ambiente, possuem 
um rápido desenvolvimento, baixo custo de cultivo, além de várias possibilidades de 
manipulação genética, o que tem destacado a importância de pesquisas que visam à 
hidrólise enzimática da celulose em grande escala (OLIVEIRA, 2007; CASTRO; 
PEREIRA JR, 2010; HANSEN et al., 2015). 
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Dos diversos gêneros de fungos filamentos produtores de celulases e xilanases, 
podemos destacar o Aspergillus, Penicillium e Trichoderma como os principais alvos de 
pesquisa biotecnológica. O gênero Aspergillus é extensamente utilizado em processos 
biotecnológicos devido à grande produção de enzimas extracelulares comercialmente 
importantes. Este gênero possui cerca de 200 espécies comumente isoladas do solo, 
materiais em decomposição, ar e também de vários outros ambientes (GUARRO; GENNÉ; 
STCHIGEL, 1999). A produção de diversas enzimas por membros do gênero Aspergillus é 
descrita na literatura, como amilases celulases e xilanases (SILVA, 2008). 
O gênero Trichoderma são fungos saprófitos encontrados em todos os solos e 
poucos apresentam atividade patogênica para o homem. Utilizados no controle biológico 
de doenças de solo e raiz em plantas de interesse econômico, além da produção de 
celulases e xilanases. Para produção de enzimas celulolíticas, destaca-se a espécie 
Trichoderma reesei, micro-organismo extensivamente estudado (LINO, 2012). 
O gênero Penicillium é composto por mais de 150 espécies, são grandes produtoras 
de metabólitos secundários, sendo considerado um dos mais importantes no reino dos 
fungos em relação a benefícios à humanidade. Diversas espécies são utilizadas 
industrialmente para a produção de medicamentos. Algumas espécies deste gênero são 
grandes produtoras de enzimas hidrolíticas que agem sobre componentes da parede celular 
vegetal, podendo apresentar alta produção de celulases e xilanases (MATOS, 2012). 
 
3.3 Isolamento de micro-organismos 
O isolamento e as técnicas de screening de micro-organismos produtores de 
celulases são imprescindíveis para atender a demanda por novas enzimas e o aumento de 
suas aplicações biotecnológicas. O método qualitativo como screening de micro-
organismos produtores de celulases em placas com agar, é um processo útil e fácil  
(KASANA et al., 2008).  
Esta técnica para isolamento de fungos é muito utilizada para avaliar a habilidade 
de crescimento dos micro-organismos em meios de cultura como, por exemplo, meios 
acidificados (COLLA et al., 2008). Baseia-se na solubilização seguida por uma reação 
enzimática que dá origem a uma zona de identificação, como um halo formado a partir da 
degradação do substrato cromogênico. Também chamada de indireta, o que significa que a 
indicação da presença de determinada substância é dada pela detecção de alguma atividade 
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específica, como por exemplo, a detecção de uma atividade enzimática via reação 
colorimétrica ou fluorimétrica (ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006). 
A seleção indireta pode ser realizada a partir de testes feitos com corantes, como o 
Vermelho Congo (3,3′-(4,4′-Bifenildiilbisazo) bis- (4-amino-1-naftalinsulfonato)- de 
dissódio – Número CAS: 573-58-0) (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004). 
Desse modo, em trabalhos de Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004) avaliaram a 
atividade de celulases através do screening de 80 linhagens de fungos isolados do solo em 
uma estação ecológica. Primeiramente, os fungos foram avaliados em placa de Petri com a 
técnica do corante vermelho Congo, verificando-se que 64 linhagens apresentaram halo de 
hidrólise. Posteriormente, essas linhagens foram avaliadas quanto à produção de enzimas 
hidrolases. 
Portanto, estudos utilizando screening de micro-organismos são de suma 
importância para a viabilidade de todos os processos envolvidos na produção de um 
complexo enzimático, neste caso especificamente das celulases. 
 
 
3.4 Fermentação em Estado Sólido na Produção de Celulases 
O crescimento e a utilização da celulose por micro-organismos para a produção de 
celulases podem se dar por meio da fermentação em estado sólido (FES) e fermentação 
submersa (Fsm). A principal diferenciação desses dois processos se dá pelo teor de água 
presente no meio reacional (CASTRO; PEREIRA JR, 2010). No entanto, o crescimento de 
fungos filamentosos produtores de celulases ocorre naturalmente em condições similares à 
(FES) (SINGHANIA et al., 2010). 
A FES para a produção de celulases é uma tecnologia com custo eficaz, devido a 
sua semelhança com o meio ambiente natural, produção de altas concentrações de 
celulases e devido às condições da fermentação (CEN; XIA, 1999). 
Segundo Singhania e colaboradores (2010), os maiores rendimentos para a 
produção de celulases por Trichoderma reesei foram encontrados em FES. A comparação 
da produção de celulases entre fermentação submersa e em estado sólido tem apontado que 
há uma diminuição de 10 vezes nos gastos de produção quando o uso da FES é empregado. 
A FES para a produção de enzimas industriais pode ser estimada como uma 
tecnologia futura para a produção comercial de celulases, considerando o baixo custo de 
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entrada e a habilidade em utilizar naturalmente fontes disponíveis de celulose como 
substrato (SINGHANIA et al., 2010). 
 
3.5 Aplicações biotecnológicas de Celulases 
As celulases têm mostrado um grande potencial biotecnológico, devido as suas 
diversas finalidades, como degradação de materiais lignocelulósicos. Devido sua 
capacidade de modificar a fibra de celulose de forma controlada, melhorando a qualidade 
dos tecidos, além de serem utilizadas para tingimento e acabamento, as celulases são muito 
empregadas na indústria têxtil (VILELA, 2013). Permitem a remoção de pequenas fibrilas 
do tecido, conferindo assim brilho e macies. Quando utilizadas na alimentação de 
ruminantes, aumentam o valor nutritivo do alimento, pois hidrolisam polissacarídeos 
presentes na parede dos vegetais (BATH, 2000). 
Na indústria de vinhos, essas enzimas atuam da maceração da pele da uva, facilita a 
filtração e atuam na clarificação da bebida e no melhoramento da estabilidade do vinho. Na 
indústria da cerveja ocorrem durante a maltagem e a fermentação. Na indústria do papel 
são usadas com diferentes finalidades, quando o papel é produzido e auxiliam no 
branqueamento deste, o que faz com que o papel branco tenha cor diferente do reciclado 
(BATH, 2000; VILELA, 2013). 
Já na indústria de biocombustíveis as celulases estão presentes durante a hidrólise 
da celulose. A bioconversão da celulose em etanol envolve etapas como a sacarificação, 
que é a hidrólise de celulose e hemicelulose em monossacarídeos, e a etapa de 
fermentação, que é realizada por micro-organismos fermentadores (TURNER et al., 2007). 
A hidrolise libera açúcares e ajuda na fermentação e produção de etanol. 
A utilização de resíduos lignocelulósicos para conversão em açúcares utilizados 
como fonte de energia vem sendo empregado por diversas empresas. Essa utilização partiu 
da necessidade de se reduzir os custos de produção e aumentar a eficiência nos processos 
que necessitavam da utilização de enzimas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
O desenvolvimento do presente estudo se deu através da coleta de amostras de solos e 
material vegetal no campo em propriedade da empresa Aperam Bioenergia localizada no 
município de Itamarandiba e experimentos laboratoriais realizadas no Laboratório de 
Genética e Biotecnologia Florestal (LGBF), localizado no Departamento de Engenharia 
Florestal da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), 
Campus JK, Diamantina, MG. As etapas de desenvolvimento deste trabalho poderão ser 
visualizadas no fluxograma da Figura 7. 
 
Figura 7 - Fluxograma demonstrando a implantação do experimento desde a coleta de 
micro-organismos até a identificação daqueles com potencial enzimático. 
 
4.1 Local de coleta 
O experimento ocorreu em propriedade da empresa Aperam Bioenergia localizada 
no município de Itamarandiba, Minas Gerais. O clima da região é definido como tropical 
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de altitude, com duas estações bem definidas, A temperatura média da região é de 21,2ºC, 
e a umidade relativa do ar média anual varia entre 60 a 70%. O índice pluviométrico médio 
anual é de 1.132 mm. O solo da região é classificado como argiloso amarelo típico textura 
arenosa/média fase relevo plano, e a tipologia florestal predominante é o cerrado 
(SOARES, 2016). 
 
4.2 Coletas das amostras 
A microbiota estudada foi isolada a partir da coleta de nove amostras compostas, 
sendo, oito amostras de solos e uma amostra de material vegetal em decomposição (Tabela 
2). Cada amostra composta foi constituída por seis sub amostras, coletadas a profundidade 
de 20 centímetros (cm). As amostras de solo foram extraídas com o auxílio de uma sonda, 
acondicionadas em sacos plásticos, catalogadas, transportadas ao laboratório e conservadas 
em temperatura ambiente até o início do experimento.  
  
Tabela 2. Identificação das amostras de solos utilizadas para isolamento dos 
microorganismos estudados. O número corresponde a idade das florestas de eucaliptos. 
Idade da floresta Característica Identificação  
1 ano Talhão 166 – Pomar clonal 1-  
3 anos 
5 anos 
7 anos 
13 anos 
16 anos 
25 anos 
32 anos 
32 anos 
Talhão 146 – Pomar clonal 
Talhão 260 – Pomar clonal 
Talhão 596 – Pomar de sementes 
Talhão 190 – Pomar clonal 
Talhão 167 – Pomar clonal 
Talhão 661 – Pomar de sementes 
Talhão 616 – Pomar de sementes 
Talhão 616 – Serrapilheira  
                   3- 
                   5- 
                   7- 
                  13- 
                  16- 
                  25- 
                  32- 
Serrapilheira- 
 
4.3 Cultivo e isolamento de micro-organismos produtores de celulase 
Para o cultivo dos micro-organismos, aproximadamente 5 g de amostra de solo foi 
pesada em balança analítica e misturada em 500 mL de água destilada, em seguida 
submetida à homogeneização. A suspensão foi mantida em temperatura ambiente por 30 
minutos para decantação, após esta etapa, alíquotas de 50 μL desta mistura foram 
plaqueadas por espalhamento em superfície em placas de Petri, com auxilio de alça de 
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Drigalski, em meio de cultura contento Carboximetilcelulose (CMC) (Tabela 3) como 
principal fonte de carbono. Posteriormente, as placas de Petri foram incubadas em BOD 
(SL 200/334 SOLAB®) a 28º C por 96 horas, com monitoramento diário. 
O meio de cultura foi preparado a partir da mistura dos componentes descritos na 
Tabela 3, com pH 6,0, seguido de esterilização em autoclave a 121°C por 15 minutos (min) 
a 1 atm. 
 
Tabela 3: Componentes químicos utilizados no preparo do meio de cultivo para 
isolamento dos micro-organismos estudados. 
Componentes Quantidade 
MgSO4 . 7H2O 0,2 g / L 
KH2PO4 0,4 g / L 
K2HPO4 0,1 g / L 
NaCl 0,1 g / L 
Extrato de levedura 0,4 g / L 
CMC 10 g / L 
Ágar 15 g / L 
Água destilada 1000 mL 
MgSO4.7H2O = Sulfato de magnésio hepta hidratado; KH2PO4 = Fosfato de potássio Monobásico; K2HPO4 = 
Fosfato de potássio Dibásico; NaCl = Cloretode Sódio; CMC = Carboximetilcelulose. 
 
 
As colônias obtidas após o crescimento inicial foram posteriormente repicadas para 
novas placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura, a qual foi submetida ao teste de 
vermelho congo para verificar a formação de halo de degradação de celulose.  
As colônias que foram positivas para o teste, observado a formação do halo de 
degradação, foram repicadas isoladamente em novas placas, em triplicata, e novamente 
incubadas a 28ºC por 96 h. Posteriormente realizou-se novamente o teste com o vermelho 
congo.  
 
4.4 Atividade enzimática quantitativa 
Para a determinação do potencial enzimático das colônias analisadas, utilizou-se o 
método quantitativo que consiste em cultivar os micro-organismos em meio específico 
(Tabela 3) para a produção de celulases e posteriormente avaliar o halo produzido. 
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Após o período de incubação, as placas foram coradas com aproximadamente 2 mL 
de solução de reagente vermelho Congo 0,5% por 20 min. Posteriormente, a solução de 
vermelho congo foi descartada e aproximadamente 2 mL de solução de NaCl 0,9% 2 mol. 
L -¹ foi adicionada e aguardados 20 min. para possibilitar a verificação dos halos de 
degradação de celulose. Os resultados positivos foram baseados na formação de halo claro 
ao redor das colônias (BAHARUDDIN et al., 2010) (Figura 8). Após a coloração, foram 
medidos os diâmetros dos halos formados pela degradação da celulose (mm) com o auxilio 
de um paquímetro (NOGUEIRA & CAVALCANTI, 1996). Todas as análises foram feitas 
em triplicatas. 
 
 
Figura 8: Fluxograma da etapa de avaliação para determinação do potencial enzimático 
das colônias analisadas.  O halo translucido ao redor da colônia foram classificados como 
positivo para o teste. 
 
 
4.5 Determinação do índice enzimático (IE) 
O (IE) foi calculado para cada micro-organismo por meio da relação entre o 
diâmetro médio do halo de degradação e o diâmetro médio da colônia expressa como 
índice enzimático de atividade (IE) (HANKIN E ANAGNOSTAKIS, 1975; STAMFORD; 
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ARAÚJO; STAMFORD, 1998). Os índices enzimáticos foram calculados a partir da 
equação (1): 
 
IndiceEnzimático( IE)=
Diâmetrodohalodehidrólise
Diâmetrodacolônia  (Eq. 1) 
 
As colônias que apresentaram uma relação diâmetro do halo de hidrólise em relação 
ao diâmetro da colônia maior que 2,50 (IE ≥ 2,50) foram consideradas como potenciais 
produtoras de celulases (OLIVEIRA et al., 2004; PEIXOTO, 2006; LOPES et al., 2009). 
Os isolados foram identificados recebendo um primeiro número, que corresponde a 
idade da floresta, seguido de outro número, que corresponde ao número do isolado (tabela 
4), exemplo; 1-1 = Solo de idade 1 ano e isolado número 1; 3-30= solo de idade de 3 anos 
e isolado número 30. 
 
Tabela 4. Sistema utilizado para identificação dos micro-organismos isolados. 
Idade da 
floresta 
Identificação solo 
1º número 
Colônia isolada 
2º número 
1 ano 1-  1-1 (1º colônia isolada) 
1 ano 
3 anos 
3 anos 
. 
. 
. 
Serrapilheira 
                   1- 
                   3- 
                   3- 
. 
. 
. 
Serrapilheira- 
1-2 (2º colônia isolada) 
3-1 (1º colônia isolada) 
3-2 (2º colônia isolada) 
. 
. 
. 
Serrapilheira-3 (3º colônia isolada) 
 
4.6 Identificação dos micro-organismos isolados a partir das amostras de solos e 
serapilheira. 
Todos os isolados de bactérias forma agrupados pela técnica de Gram. O método 
consistiu inicialmente no esfregaço de uma pequena porção das culturas bacterianas em 
uma lâmina que, em seguida, foram flambadas, com o objetivo de fixar as amostras à 
lâmina. O procedimento foi realizado segundo a série de reagentes: cristal violeta (1min), 
água destilada, lugol (1 min), água destilada, lavagem rápida álcool-acetona, água 
destilada, fucsina (30 s) e última lavagem com água destilada e observada ao microscópio 
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óptico com aumento de 400 e 1000X, suas imagens registradas por meio de câmera 
acoplada ao microscópio. 
Para os isolados de leveduras, foram realizadas análises em microscópio óptico. O 
método consistiu inicialmente no esfregaço de uma pequena porção das culturas em uma 
lâmina que, em seguida, foram flambadas, com o objetivo de fixar as amostras que foram 
coradas com lactofenol azul e analisadas em microscópio óptico com aumento de 400 e 
1000X e suas imagens registradas por meio de câmera acoplada ao microscópio. 
4.7 Criação do banco de micro-organismos 
Os micro-organismos que apresentaram halos de degradação foram selecionados 
como potenciais produtores de celulases e foram armazenados no banco de culturas do 
Laboratório de Genética e Biotecnologia Florestal (LGBF), no Departamento de 
Engenharia Florestal da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri 
(UFVJM), localizado no Campus JK, Diamantina-MG para trabalhos futuros. 
Para preservação a frio, pequenos disco de aproximadamente 2 mm contendo os 
isolados foram retirados das colônias e transferidos para tubos de polipropileno de 1,5 ml. 
Os tubos foram armazenados em geladeira. 
Para a preservação a baixa temperatura em glicerol, pequenos discos de 
aproximadamente 2 mm contendo os isolados foram retirados das colônias e transferidos 
para tubos de polipropileno de 1,5 ml estéreis. Após, pipetou-se uma alíquota de 1000 μl 
glicerol 30% em tubos de polipropileno, homogeneizou-se e armazenou-se os tubos em 
ultrafreezer a -80°C. 
 
4.8 Análises estatísticas dos dados 
 Para análises dos dados foram  submetidos à análise, sendo as médias comparadas 
pelo teste Scott-Knott a nível de 5% de probabilidade, de modo que os experimentos foram 
sempre realizados em triplicata. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Isolamento e avaliação da atividade celulolítica mediante descoloração com o 
vermelho congo 
No presente estudo, foram analisados 870 isolados de micro-organismos a partir das 
amostras de solo e de serapilheira obtidas em áreas de plantio de florestas de eucalipto.  
Dentre os isolados avaliados, 348 (40 %) foram positivos para a produção de celulases, ou 
seja, apresentaram halo de degradação (tabela 6). 
Tabela 5: Quantidade total de micro-organismos isolados por idade das florestas e a 
quantidade de micro-organismos que apresentaram halo de degradação para teste 
qualitativo com vermelho congo. 
 
Identificação 
da amostra 
Quantidade de 
micro-organismos 
cultivados 
Quantidade de micro-
organismos com presença de 
halo de degradação 
 
Porcentagem 
1 ano – 1 86 37 43,02% 
3 anos – 3 56 34 60,71% 
5 anos – 5 112 33 29,46% 
7 anos – 7 112 50 44,64% 
13 anos – 13 112 51 45,53% 
16 anos – 16 112 38 33,92% 
25 anos – 25 112 30 26,78% 
32 anos – 32 112 34 30,35% 
Serrapilheira 56 41 73,21% 
Total 870 348 40% 
 
A zona mais clara observada ao redor da colônia em forma de halo translúcido 
corresponde à ação enzimática do complexo enzimático sobre o substrato celulose (Figura 
9). O halo de hidrólise, bem como o diâmetro da colônia, apresentou variação entre os 
isolados analisados, o que demonstra haver diferenças quanto à produção de enzimas 
celulases por estes isolados.  
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Figura 9: Halo de degradação da CMC de algumas colônias de micro-organismos. Øc = 
diâmetro da colônia (mm); Øh = diâmetro do halo (mm). 
 
 A formação de halos em meios sólidos com CMC resulta da quebra do CMC em 
fragmentos menores, aos quais o vermelho Congo não se liga. Quando a superfície das 
placas, onde está o meio de cultura com CMC, é lavada com NaCl, o vermelho Congo é 
removido destas regiões, gerando o halo translúcido e indicando ter havido a degradação 
da celulose (WOODWARD; WISEMAN, 1982). Neste teste, apenas a atividade das 
enzimas endoglucanases pode ser analisada. O vermelho congo apresenta forte afinidade 
pelas ligações β1-4 (polissacarídeos), ligados em unidade D- Glucopiranosil, fornecendo a 
base para um ensaio visível para detecção de colônias produtoras de celulase (TEATHER; 
WOOD, 1982). 
54 
 
 
O isolamento de micro-organismos com elevado potencial de produção de celulases 
é um importante passo para desenvolvimento de novas enzimas e suas aplicações 
biotecnológicas. O screening de micro-organismos produtores de celulase em placas de 
Petri com ágar é um processo que permite selecionarmos isolados em um extenso banco, e 
a seleção indireta pode ser realizada a partir de testes feitos com corantes. Sendo um deles 
o Vermelho Congo (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004 e CASTRO; PEREIRA, 
2010). 
Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), avaliaram a capacidade celulolítica de 80 
linhagens de fungos isolados do solo de uma estação ecológica em São Paulo. Eles 
calcularam o índice enzimático em substrato cuja fonte de carbono também era CMC. 
Bortolazzo (2005) avaliou 46 isolados em meio CMC 1% corados com corante vermelho 
Congo e observou a formação de halo em 15 isolados, com IE variando de 0,99 a 1,40. A 
formação do halo em meio contento CMC de seu devido a quebra do CMC em fragmentos 
menores ao qual o vermelho congo no se liga.  Hargreaves (2008) selecionou 15 fungos a 
partir do isolamento em meio CMC e analisou-os quanto à produção de celulase em ensaio 
de difusão enzimática.  
O método de atividade em placa foi eficiente para a seleção de micro-organismos 
observados em estudos de Pereira (2013) que isolou pelo método de atividade em placa de 
Petri, 11 fungos celulolíticos a partir de amostras de solo do Bioma Cerrado, em vários 
meios de cultivos, utilizando como fonte de carbono Avicel e CMC. Ao final, foram 
selecionados 4 isolados por apresentaram os maiores índices de produção de celulases. O 
método diminuiu o tempo de investigação para identificar os isolados de fungos 
celulolíticos. 
Goldbeck (2013) isolou 390 cepas de leveduras selvagens e apenas 16 executaram 
hidrolise de celulose, também verificada pela presença do halo de degração ao redor das 
colônias. Entre estas 16 cepas, 5 se destacaram por apresentarem altos níveis de atividade 
enzimática. 
O meio de cultura CMC é citado como o substrato mais adequado para estudo de 
atividade enzimática de celulases em meio de cultura sólido. As amostras avaliadas 
utilizando o CMC como principal fonte de carbono mostram que obteve-se sucesso no 
isolamento de micro-organismos envolvidos na degradação da celulose a partir de amostras 
de solo coletados sobre florestas de eucalipto em diferentes idades de plantio. 
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5.2 Identificação dos micro-organismos isolados a partir das amostras de solos e 
serapilheira. 
 
Utilizando características macroscópicas e microscópicas, foram isoladas um total 
de 336 fungos filamentosos, 4 leveduras e 8 bactérias. Na figura 10 são representados 
aspectos morfológicos de isolados analisados. 
 
 
 
Figura 10: Aspecto morfológico de isolados produtores de celulases. A: Levedura, B: 
Bactéria e C: Fungo filamentoso. 
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5.3 Atividade enzimática quantitativa 
O diâmetro do halo de hidrólise é útil como um auxiliar para selecionar linhagens 
com altos níveis de atividade de degradação de polissacarídeos (TEN et al., 2004). Logo, 
os estudos publicados previamente corroboram os resultados obtidos neste estudo. Alguns 
estudos realizados para selecionar micro-organismos com potencial celulolítico utilizando 
o corante vermelho Congo observam a formação do halo de hidrólise, porém não 
realizaram o cálculo dos índices enzimáticos. 
Os valores de índices enzimáticos calculados por meio dos halos de degradação 
observados nos isolados oriundos das amostras de solos e serapilheira podem ser visto no 
anexo A, (Tabela 5) que apresenta o cálculo dos índices enzimáticos, para os 348 isolados 
analisados, obtidos após o cultivo das colônias em meio contendo CMC como principal 
fonte de carbono, após 96 h de incubação à 28º C em estufa BOD (SL 200/334 SOLAB®). 
Os dados foram submetidos à análise, sendo as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 
nível de 5% de probabilidade. 
Com base nos valores do IE de cada um dos grupos estatisticamente diferentes pelo 
teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade, é possível observar que as médias de 
IE variaram de 1,00 a 24,00, sendo a média geral igual a 3,59 e a mediana igual a 2,60. 
 
 
 
Figura 11: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta 
de 1 ano. 
 
Na Figura 11, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 1 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
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estavam com um ano de idade). Dos 86 isolados, apenas 37 foram positivos para o teste 
com vermelho congo, um total de 43,02%. Os IE variaram de 1,23 a 22,0, destes, 
destacamos os isolados 1 – 74, 1 – 75, 1 – 64, 1 – 70, 1 – 61, 1 – 59 e 1 – 5 que 
apresentaram índices de produção superiores a 10,0, sendo o grupo com maiores valores de 
IE por isolados, sendo constituído de 2 bactérias (+), 2 leveduras e 33 fungos filamentosos. 
 
 
 
Figura 12: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta de 3 
anos.  
 
Na Figura 12, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 2 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
estavam com três anos de idade). Pode-se observar que dos 56 isolados analisados, 34 
foram positivos para o teste de vermelho congo, um total de 60,71%. Destes, mais de 79% 
apresentaram relação de IE ≥ 2,5, com IE variando de 1,20 a 5,03. Constituído apenas de 
fungos filamentosos, destaca-se nesse grupo os isolados 3 – 40, 3 – 21, 3 – 4, que 
apresentaram índices de produção acima de 4,0.   
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Figura 13: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta de 5 
anos.  
 
Na Figura 13, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 3 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
estavam com 5 anos de idade), pode-se observar que dos 112 isolados, 31 foram positivos 
para o teste com vermelho congo, um total de 29,46%.  Mais de 64% dos isolados 
apresentaram relação de IE ≥ 2,5. Constituído apenas de fungos filamentosos, destacamos 
neste grupo os isolados 5 – 34, 5 – 36 apresentaram índices de produção superiores a 10. 
 
 
 
Figura 14: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta de 7 
anos.  
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Na Figura 14, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 4 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
estavam com sete anos de idade). Pode-se observar que dos 112 isolados analisados, 50 
foram positivos para o teste com vermelho congo, com índices enzimáticos variando de 1,5 
a 10,33. Neste grupo, constituído de 2 bactérias (-), 1 levedura e 47 fungos filamentosos, 
30 isolados apresentaram relação de IE ≥ 2,5, com destaque para os isolados 7 – 37 e 7 – 
33 que apresentaram IE ≥ 10. 
 
 
Figura 15: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta de 13 
anos.  
 
Na Figura 15, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 5 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
estavam com treze anos de idade). Pode-se observar que dos 112 isolados analisados, 51 
foram positivos para o teste com vermelho congo, um total de 45,53%. Destes, 18 isolados, 
apresentaram relação de IE ≥ 2,5. Destaca-se neste grupo constituído de 1 bactéria (-) e 50 
fungos filamentosos, os isolados 13 – 102, 13 – 13, 13 – 55, 13 – 88, 13 – 92 e 13 – 99 que 
apresentaram índices de produção superiores a 8,0. 
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Figura 16: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta 
de 16 anos 
 
Na Figura 15, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 6 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
estavam com quinze anos de idade). Resultado similar foi encontrado quando se analisou 
amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas estavam com 16 anos de 
idade. Nesta situação, pode-se observar que dos 112 isolados analisados, 38 foram 
positivos para o teste com vermelho congo, 33,93%. Neste grupo constituído apenas de 
fungos filamentosos, 13 isolados apresentaram relação de IE ≥ 2,5. Destaca-se os isolados 
16 – 74 e 16 – 42 que apresentaram índices de produção superiores a 7, sendo o grupo com 
menores valores de IE por isolados. 
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Figura 17: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta de 25 
anos.  
 
Na Figura 17, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 7 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
estavam com vinte e cinco anos de idade). Pode-se observar que dos 112 isolados 
analisados, apenas 30 foram positivos para o teste com vermelho congo, um total de 
26,79%. Neste grupo, constituído de 2 bactérias e 28 fungos filamentosos, destaca-se o 
isolado 25 – 50 que apresentou o maior IE 24,00, seguido dos isolados 25 – 88 e 25 – 59 
com IE ≥ 8. 
 
 
Figura 18: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de floresta de 32 
anos.  
 
Na Figura 18, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 8 (amostra de solo coletada em florestas de eucalipto cujas plantas 
estavam com trinta e dois anos de idade).  Pode-se observar que dos 112 isolados 
analisados, 34 foram positivos para o teste com vermelho congo, um total de 30,36%. 
Destes, 14 isolados apresentaram relação de IE ≥ 2,5. Neste grupo, destacam-se os isolados 
32 – 12, 32 – 33, 32 – 32, 32- 106 e 32 – 90 por apresentaram índices de produção IE ≥ 7. 
Composto de 2 bactérias (-), 1 levedura e 31 fungos filamentosos os IE variaram de 1,14 a 
7,33. 
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Figura 19: Índice de produção de celulases por isolados em amostra de serrapilheira.  
 
Na Figura 19, pode-se observar os valores de índices de produção de celulases 
pelos isolados do grupo 9 (amostra de serrapilheira coletada em florestas de eucalipto cujas 
plantas estavam com trinta e dois anos de idade). Finalmente, a amostra de serapilheira 
pode-se observar que dos 56 isolados analisados, 41 foram positivos para o teste de 
vermelho congo, um total de 73,21%. Destes, 35 isolados apresentaram relação de IE ≥ 
2,5.  O grupo composto apenas por fungos destaca-se por apresentar uma maior quantidade 
de isolados com IE ≥, entretanto somente o isolado Serrapilheira 54 – 50 que apresentou o 
maior índice de produção IE ≥ 14, os demais mantiveram médias variando de 1,01 a 7,44. 
Conforme os resultados, pode-se observar que os isolados testados apresentam uma 
variação quanto ao potencial de produção de enzimas celulolíticas, uma vez que os valores 
de índices enzimáticos variaram entre 1,0 e 24,0. Dentre os 348 isolados com valores 
celulolíticos, 53,16% (185) apresentaram índices enzimáticos maior ou igual a 2,5. Os 
outros 46,84% (163) apresentaram índices inferiores a 2,5. Diversos autores reportam que 
um IE ≥ 2,5 para um dado micro-organismo confere a este isolado ser um bom produtor de 
enzimas celulolíticas (PEIXOTO, 2006; OLIVEIRA et al., 2006; LOPES et al., 2009). 
Cabe ressaltar que a quantidade de isolados analisados e a quantidade de isolados com IE 
maior que 2,5 obtidos neste estudo foi maior do que aqueles, geralmente, encontrados na 
literatura consultada. 
Os índices enzimáticos que foram encontrados neste estudo foram satisfatórios, 
haja vista ter-se encontrado índices de hidrolise quase 10 vezes (IE = 24) maiores que o 
padrão (2,5) reportado como recomendado para se considerar um micro-organismo como 
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um bom produtor de enzimas em meio sólido. O índice enzimático pode ser utilizado como 
uma medida simples e rápida para selecionar linhagens com potencial para a produção de 
enzimas celulolíticas tanto de um grupo dentro da mesma espécie quanto entre espécies 
diferentes. 
Estabelecendo os índices enzimáticos, observou-se que algumas colônias com 
pouco crescimento, apresentaram os maiores índices enzimáticos. Os isolados que 
apresentaram os maiores índices de atividade enzimática (IAE25-50 = 24 e IAE1-75 = 22) 
apresentam diâmetro de colônias iguais a 0,50 mm e índice enzimático 24 e 22 
respecitivamente. Em contra partida, o isolado 25-5 apresentou diâmetro de colônia 22,67 
mm e índice enzimático menor que 1,0. 
Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004) também relataram algo semelhante. A linhagem 
de Penicillium herquei apresentou índice enzimático 6mm e com um diâmetro de colônia 
pequeno 2 mm, enquanto outras linhagens apresentaram grande diâmetro de colônia, mas 
baixo índice enzimático. Lopes e colaboradores (2009) analisaram a atividade celulolítica 
por meio de ensaios em placas e cálculo dos índices enzimáticos. Duas linhagens de 
Trichoderma apresentaram índices com valores próximos de 1,04 e 1,08. Observaram 
também que o crescimento das colônias de Trichoderma apresentaram variação de 3 cm 
em média a cada medição (24h). 
Souza (2011) avaliou 103 leveduras isoladas da região do cerrado e 20 da região 
amazônica. Dos 103 isolados, 18 foram positivos apresentando halo de hidrólise ao redor 
das colônias, evidenciando a produção de celulase com IE ≥ 3. Dos 20 isolados da região 
amazônica somente 11 foram produtoras de celulase com valores de IE ≥ 3.  
Goldbeck (2013) isolou 390 cepas de leveduras selvagens, destas apenas 16 
executaram hidrolise de celulose, verificada pela presença do halo de degradação ao redor 
das colônias. Os índices de atividade enzimática em algumas cepas foram de valores de 
16,0 mm. Entre estas 16 cepas, 5 se destacaram por apresentarem altos níveis de atividade 
enzimática. 
Da Silva (2011) isolou 11 espécies de fungos filamentosos do solo de sistemas 
agroflorestais com base na capacidade de produção de enzimas hidrolíticas, avaliando 
quanto à capacidade de degradar amido, celulose e caseína. Entre as espécies estudadas, 6 
apresentaram maior índice de relação enzimática para celulase em comparação as demais 
enzimas, entre estes, as espécies que se destacaram foram C. cladosporioides e P. 
chrysogenum, sendo indicadas para estudos de produção em meio líquido. 
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Silva et al (2015) avaliou 28 cepas isoladas de amostras de solo do Parque Nacional 
de Ubajara, no Estado do Ceará. A atividade enzimática foi verificada pela formação de 
zonas de hidrólise em torno da colônia de cada cepa e o índice enzimático pela relação 
entre o diâmetro em milímetros do halo de hidrólise e o diâmetro em milímetros da colônia 
de cada cepa avaliada. 75% apresentaram atividade celulolítica e aproximadamente 36% 
mostraram índice enzimático superior a 2. Esses resultados indicam o potencial ecológico e 
biotecnológico dos isolados do solo da região analisada como produtores da enzima 
celulase. 
A seleção de fungos realizada por Delabona et al (2005) se mostrou bastante 
eficiente. Dos 110 isolados de fungos analisados, foram identificadas 46 colônias quanto à 
presença ou ausência do halo de hidrólise de celulose. Destas, 10 foram selecionadas para 
análises de atividade enzimática em meio líquido. Os resultados foram eficientes para 
produção de celulase e xilanase. Esses dados que os isolados fúngicos da floresta 
amazônica são uma potencial fonte de celulases e xilanases, fornece apoio a estudos 
adicionais relacionados ao uso desses microorganismos para obtenção de enzimas 
necessárias para a conversão de biomassa. 
Com o objetivo de selecionar e identificar micro-organismos produtores de 
celulases, Thongekkaew & Kongsanthia (2016) analisaram um total de 111 amostras 
coletadas de várias fontes, como solo, cascas de árvores e frugal de insetos. Foram 
selecionados e identificados para a produção de celulase, 82 cepas de levedura com base 
nas suas capacidades de degradação da carboximetilcelulose como única fonte de carbono 
em meio sólido, que foi verificada pelo halo incolor no meio sólido. 
Os micro-organismos são muito importantes por apresentarem grandes habilidades 
de produção de biomoléculas, especialmente enzimas celulolíticas. Apresentam grande 
potencial de produção de biomassa e consequentemente apresentam potencial de aplicação 
tecnológica. Para o desenvolvimento dos processos microbianos de produção de enzimas, 
diversos aspectos devem ser analisados com vistas à obtenção de elevados rendimentos e 
produtividades: linhagem produtora, matéria-prima empregada, formulação do meio de 
cultivo e otimização dos parâmetros operacionais (BON, 2008). 
Os resultados obtidos no presente trabalho mostram a importância da prospecção de 
novas linhagens de micro-organismos produtores de celulases. De maneira geral, pode-se 
concluir que é possível a utilização de técnicas de screening para selecionar linhagens de 
um extenso banco de isolados. A metodologia de isolamento e cultivo proporcionou a 
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obtenção de 348 isolados celulolíticos, sendo possível selecionar vários deles pelas altas 
produções enzimáticas observadas durante as análises. 
Diante do exposto, os resultados obtidos até o presente momento estimulam a 
continuidade do trabalho, especialmente considerando que os valores de atividade 
enzimática obtidos são promissores e maiores do que aqueles comparados com os trabalhos 
citado na literatura especializada. Cabe ressaltar que nenhum teste para aprimoramento das 
condições de cultivo foram realizadas. Logo, os melhores isolados encontrados até o 
momento poderão ter a sua produção otimizada por meio da adequação das condições de 
cultivo. 
As enzimas celulolíticas são alvos de vários estudos para aplicação biotecnológica, 
neste contexto a presente pesquisa teve por objetivo selecionar e avaliar o potencial de 
micro-organismos quanto à produção de enzimas celulolíticas pelo método de avaliação 
qualitativo. Assim podendo ser aplicados em demais linhas de pesquisa, principalmente no 
contexto dos biocombustíveis. 
A partir desses dados, esses isolados podem ser estudados molecularmente e o gene 
envolvido na produção da enzima celulase e ser clonado em trabalhos futuros. 
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6. CONCLUSÕES 
A partir das amostras de solo e serapilheira, coletadas em florestas de eucaliptos 
localizadas em propriedades da empresa Aperam Bioenergia localizada no município de 
Itamarandiba - Minas Gerais, foram selecionados 348 micro-organismos com potencial 
para produção de enzimas celulolíticas. A quantidade de isolados produtores de celulases 
obtidos superou o objetivo inicial.   
A principal fonte de carbono, o carboxilmetilcelulose,  se mostrou adequada para a 
seleção de isolados produtores de celulases neste estudo. 
Os valores de índices enzimáticos, IE= 1,00 a 24,00, foram superiores aos 
encontrados na literatura consultada, o que indica a importância do interesse 
biotecnológico desses micro-organismos para atuar no processo de produção de bioetanol 
de 2º geração e para utilização em trabalhos futuros. 
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ANEXO A 
 
ANEXO 1: Valores dos índices enzimáticos (IE) de produção de celulases pelos isolados 
analisados. 
Isolado Média Øc Média Øc Desvio Pad.  Valor do IE Tipo de micro-
organismos isolado 
25-50 0,50 12,0 0,00 24,00a Bactéria (-) 
1–74 0,50 11,00 0,00 22,00b Bactéria (+) 
1–75 0,50 10,33 0,94 20,66c F. filamentoso 
1–64 0,50 8,67 1,89 17,33d F. filamentoso 
1–70 0,50 8,67 0,94 17,33d F. filamentoso 
13-102 0,50 8,33 0,94 16,66e F. filamentoso 
1–61 0,50 8,00 0,00 16,00e F. filamentoso 
1-59 0,50 7,67 1,89 15,33f F. filamentoso 
Serrapilheira-54 1,33 17,33 4,71 14,66f F. filamentoso 
5-34 0,50 7,00 0,00 14,00f F. filamentoso 
13-13 0,50 6,33 0,94 12,66g F. filamentoso 
13-55 0,50 6,33 0,94 12,66g F. filamentoso 
5-36 0,50 5,33 0,94 10,66h F. filamentoso 
13-88 3,00 31,67 0,16 10,55h F. filamentoso 
1-5 1,00 10,33 0,47 10,33h F. filamentoso 
16-74 1,00 10,33 0,47 10,33h F. filamentoso 
7-37 1,00 10,33 0,47 10,33h F. filamentoso 
7-33 2,00 20,00 0,71 10,00h F. filamentoso 
25-88 0,50 4,33 0,94 8,66i F. filamentoso 
13-92 4,33 36,00 0,54 8,36i F. filamentoso 
13-99 4,67 38,67 0,80 8,36i F. filamentoso 
25-59 1,00 8,33 0,47 8,33i Bactéria (-) 
7-43 2,00 16,67 0,24 8,33i F. filamentoso 
7-44 1,00 7,67 0,47 7,66j Bactéria (-) 
32-12 8,00 19,00 0,62 7,66j F. filamentoso 
32-33 11,00 17,67 0,04 7,66j F. filamentoso 
5-27 2,00 12,67 3,23 7,61j F. filamentoso 
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16-42 4,33 32,67 1,33 7,55j F. filamentoso 
Serrapilheira-1 3,00 22,33 0,16 7,44j F. filamentoso 
32-38 0,50 1,00 0,00 7,40j F. filamentoso 
13-106 0,50 3,67 0,94 7,33j F. filamentoso 
32-90 0,50 3,67 0,94 7,33j Bactéria (-) 
32-47 5,00 36,33 0,09 7,26j F. filamentoso 
13-82 2,00 14,33 0,24 7,16j Levedura 
13-21 5,67 40,33 0,19 7,13j F. filamentoso 
5-18 1,67 10,33 2,25 6,83k F. filamentoso 
Serrapilheira-7 3,33 22,33 0,75 6,80k F. filamentoso 
1-77 5,00 33,67 0,09 6,73k F. filamentoso 
16-7 2,00 12,67 0,24 6,33k F. filamentoso 
13-103 0,50 3,00 0,00 6,00k F. filamentoso 
13-42 0,50 3,00 0,00 6,00k F. filamentoso 
25-70 1,33 7,67 1,41 6,00k F. filamentoso 
32-18 3,00 18,00 0,00 6,00k F. filamentoso 
7-48 0,50 3,00 0,00 6,00k F. filamentoso 
Serrapilheira-31 3,67 20,33 0,73 5,63l F. filamentoso 
Serrapilheira-42 3,67 20,33 0,73 5,63l F. filamentoso 
13-107 3,00 16,33 0,16 5,44l F. filamentoso 
32-91 3,00 16,33 0,16 5,44l Bactéria (-) 
32-60 3,33 17,67 0,64 5,38l F. filamentoso 
5-93 3,67 19,00 1,67 5,36l F. filamentoso 
25-9 0,50 2,67 0,94 5,33l Levedura 
Serrapilheira-44 3,00 15,67 0,16 5,22l F. filamentoso 
5-57 4,33 22,33 0,59 5,21l F. filamentoso 
Serrapilheira-5 4,33 21,67 0,47 5,05l F. filamentoso 
3-40 6,33 31,00 0,84 5,03l F. filamentoso 
7-17 0,20 1,00 0,00 5,00l Bactéria (-) 
7-8 0,67 3,00 1,41 5,00l F. filamentoso 
16-39 5,00 24,67 0,34 4,93l F. filamentoso 
7-96 4,00 19,67 0,12 4,91l F. filamentoso 
Serrapilheira-35 5,33 25,67 0,37 4,84l F. filamentoso 
3-21 6,67 32,00 0,36 4,82l F. filamentoso 
7-88 3,00 14,33 0,16 4,77l F. filamentoso 
7-58 4,00 19,00 0,00 4,75l F. filamentoso 
Serrapilheira-37 5,00 23,67 0,09 4,73l F. filamentoso 
3-4 5,00 23,00 0,75 4,71l F. filamentoso 
1-16 1,00 4,67 0,47 4,66l Levedura 
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7-45 3,00 13,67 0,16 4,55m F. filamentoso 
25-62 2,00 9,00 0,00 4,50m F. filamentoso 
3-8 6,00 26,33 0,21 4,38m F. filamentoso 
7-67 3,67 15,67 0,47 4,33m F. filamentoso 
Serrapilheira-49 3,67 14,67 1,39 4,31m F. filamentoso 
Serrapilheira-15 5,33 22,67 0,32 4,27m F. filamentoso 
Serrapilheira-19 4,67 19,67 0,52 4,26m F. filamentoso 
Serrapilheira-39 3,00 12,67 0,42 4,22m F. filamentoso 
25-2 3,00 12,67 0,16 4,22m F. filamentoso 
7-34 4,33 18,00 0,29 4,18m F. filamentoso 
Serrapilheira-16 5,00 20,00 0,68 4,11m F. filamentoso 
3-5 6,00 24,00 0,70 4,09m F. filamentoso 
3-7 4,00 16,33 0,51 4,08m F. filamentoso 
Serrapilheira-9 5,33  21,33 0,39 4,03m F. filamentoso 
7-19 4,67 18,67 0,33 4,03m F. filamentoso 
13-19 0,50 2,00 0,00 4,00m Bactéria (-) 
16-10 1,00 5,33 1,15 4,00m F. filamentoso 
3-14 6,00 24,00 0,00 4,00m F. filamentoso 
5-68 5,00 20,00 0,00 4,00m F. filamentoso 
7-21 5,00 20,00 0,00 4,00m F. filamentoso 
7-74 2,67 10,33 0,72 4,00m F. filamentoso 
32-2 4,67 18,33 0,54 3,98m F. filamentoso 
3-48 4,67 18,33 0,45 3,96m F. filamentoso 
16-11 6,00 23,67 0,08 3,94m F. filamentoso 
Serrapilheira-51 5,00 19,67 0,09 3,93m F. filamentoso 
3-32 7,67 30,00 0,25 3,92m F. filamentoso 
Serrapilheira-2 5,33 20,67 0,29 3,90m F. filamentoso 
5-30 7,00 27,00 0,00 3,85m F. filamentoso 
3-22 8,67 33,00 0,22 3,81n F. filamentoso 
3-11 5,67 21,33 0,45 3,80n F. filamentoso 
16-41 5,00 19,00 0,00 3,80n F. filamentoso 
3-1 7,33 27,67 0,29 3,79n F. filamentoso 
3-25 6,00 22,33 0,46 3,78n F. filamentoso 
1-1 1,67 6,00 0,87 3,77n F. filamentoso 
7-111 3,00 11,33 0,16 3,77n F. filamentoso 
32-19 4,67 17,00 0,40 3,68n F. filamentoso 
Serrapilheira-34 3,33 12,00 0,47 3,66n F. filamentoso 
13-30 2,00 7,33 0,47 3,66n F. filamentoso 
3-2 7,67 28,00 0,24 3,66n F. filamentoso 
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3-20 1,00 3,67 0,47 3,66n F. filamentoso 
3-9 6,00 22,00 0,00 3,66n F. filamentoso 
32-58 4,00 14,67 0,12 3,66n F. filamentoso 
3-6 6,67 24,00 0,27 3,61n F. filamentoso 
5-83 4,67 16,67 0,28 3,60n F. filamentoso 
5-103 12,33 40,00 0,14 3,58n F. filamentoso 
5-75 4,00 14,33 0,77 3,58n F. filamentoso 
7-104 4,33 15,33 0,42 3,58n F. filamentoso 
16-68 3,33 11,33 1,37 3,55n F. filamentoso 
5-89 3,00 10,67 0,16 3,55n F. filamentoso 
5-70 10,33 36,67 0,11 3,55n F. filamentoso 
25-104 2,00 7,00 0,00 3,50n F. filamentoso 
Serrapilheira-20 6,33 21,67 0,34 3,44n F. filamentoso 
16-112 3,00 10,33 0,16 3,44n F. filamentoso 
3-31 4,00 13,67 0,12 3,41n F. filamentoso 
3-19 8,00 27,00 0,00 3,37n F. filamentoso 
5-106 8,00 26,00 0,77 3,37n F. filamentoso 
16-76 3,00 10,00 0,00 3,33n F. filamentoso 
32-11 0,50 1,67 1,89 3,33n F. filamentoso 
7-52 2,00 6,67 0,62 3,33n F. filamentoso 
3-28 4,67 15,33 0,32 3,31n F. filamentoso 
Serrapilheira-14 5,33 17,33 0,32 3,27n F. filamentoso 
Serrapilheira-30 5,33 17,33 0,32 3,27n F. filamentoso 
5-105 12,33 40,00 0,14 3,26n F. filamentoso 
7-59 3,33 10,67 0,38 3,25n F. filamentoso 
5-81 11,00 35,67 0,04 3,24n F. filamentoso 
Serrapilheira-40 6,00 19,33 0,08 3,22n F. filamentoso 
3-41 3,00 9,67 0,16 3,22n F. filamentoso 
7-68 2,67 8,33 0,57 3,22n F. filamentoso 
Serrapilheira-8 6,67 21,00 0,41 3,20n F. filamentoso 
7-64 4,33 13,67 0,29 3,18n F. filamentoso 
Serrapilheira-45 3,33 10,33 0,49 3,16n F. filamentoso 
25-1 4,00 12,67 0,24 3,16n F. filamentoso 
5-69 8,00 25,00 0,00 3,12n F. filamentoso 
5-86 10,33 32,00 0,14 3,10n F. filamentoso 
Serrapilheira-46 4,67 14,33 0,12 3,08n F. filamentoso 
Serrapilheira-53 5,33 16,00 0,25 3,02o F. filamentoso 
Serrapilheira-33 7,00 18,33 0,98 3,01o F. filamentoso 
13-20 2,67 7,67 0,72 3,00o F. filamentoso 
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13-4 1,00 3,00 0,00 3,00o F. filamentoso 
3-3 4,00 12,00 0,20 3,00o F. filamentoso 
13-78 9,33 27,67 0,28 2,99o F. filamentoso 
3-36 7,00 20,67 0,41 2,97o F. filamentoso 
Serrapilheira-48 4,67 13,67 0,39 2,96o F. filamentoso 
5-43 3,67 10,67 0,34 2,94o F. filamentoso 
3-51 4,00 11,67 0,12 2,91o F. filamentoso 
7-57 4,00 11,67 0,12 2,91o F. filamentoso 
7-71 4,00 11,67 0,12 2,91o F. filamentoso 
1-58 5,67 16,33 0,22 2,90o F. filamentoso 
1-83 2,33 7,00 0,55 2,88o F. filamentoso 
7-75 3,67 10,33 0,55 2,88o F. filamentoso 
7-69 4,33 12,33 0,19 2,86o F. filamentoso 
Serrapilheira-18 5,67 16,00 0,25 2,84o F. filamentoso 
1-13 5,67 16,00 0,25 2,84o F. filamentoso 
25-33 2,00 5,67 0,24 2,83o F. filamentoso 
Serrapilheira-26 4,67 13,00 0,31 2,81o F. filamentoso 
16-5 8,33 23,33 0,10 2,80o F. filamentoso 
1-60 5,00 14,00 0,00 2,80o F. filamentoso 
Ierrapilheira-4 6,00 16,67 0,16 2,77o F. filamentoso 
32-23 7,00 19,33 0,27 2,76o F. filamentoso 
7-15 3,67 10,00 0,20 2,75o F. filamentoso 
13-91 6,67 15,00 1,47 2,73o F. filamentoso 
7-85 4,67 12,67 0,19 2,73o F. filamentoso 
Serrapilheira-41 6,33 17,00 0,19 2,69o F. filamentoso 
16-6 8,00 21,33 0,12 2,66o F. filamentoso 
7-107 2,00 5,33 0,24 2,66o F. filamentoso 
16-78 5,00 12,33 0,54 2,61o F. filamentoso 
Serrapilheira-3 5,00 13,00 0,00 2,60o F. filamentoso 
5-73 14,00 36,33 0,12 2,59o F. filamentoso 
5-29 4,00 10,33 0,24 2,58o F. filamentoso 
25-17 2,67 6,67 0,63 2,55o F. filamentoso 
Serrapilheira-17 5,67 14,33 0,19 2,54o F. filamentoso 
32-54 19,00 48,33 0,02 2,54o F. filamentoso 
1-19 6,33 16,00 0,18 2,53o F. filamentoso 
3-33 5,00 12,67 0,19 2,53o F. filamentoso 
1-2 9,33 23,33 0,09 2,50o F. filamentoso 
Serrapilheira-6 6,67 16,67 0,16 2,50o F. filamentoso 
25-85 4,00 10,00 0,41 2,50o F. filamentoso 
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7-106 4,00 9,67 0,41 2,50o F. filamentoso 
Serrapilheira-47 6,33 15,67 0,25 2,49o F. filamentoso 
13-15 7,00 17,33 0,07 2,47o F. filamentoso 
25-68 2,67 6,33 0,42 2,44o F. filamentoso 
7-26 3,00 7,33 0,16 2,44o F. filamentoso 
3-50 7,00 16,67 0,42 2,42o F. filamentoso 
32-16 7,00 17,00 0,00 2,42o F. filamentoso 
13-108 4,00 9,67 0,12 2,41o F. filamentoso 
32-92 4,00 9,67 0,12 2,41o F. filamentoso 
13-72 9,33 22,33 0,11 2,39o F. filamentoso 
5-79 6,00 14,33 0,67 2,38o F. filamentoso 
1-63 13,00 31,00 0,00 2,38o F. filamentoso 
1-7 6,33 15,00 0,17 2,38o F. filamentoso 
13-12 8,00 19,00 0,62 2,37o F. filamentoso 
32-9 8,00 19,00 0,18 2,37o F. filamentoso 
5-100 8,00 19,00 0,10 2,37o F. filamentoso 
3-10 6,67 15,67 0,22 2,36o F. filamentoso 
3-16 6,67 15,67 0,22 2,36o F. filamentoso 
7-25 16,00 37,67 0,06 2,35o F. filamentoso 
13-80 1,00 2,33 0,47 2,33o F. filamentoso 
7-6 3,33 7,67 0,27 2,33o F. filamentoso 
7-77 2,33 5,33 0,21 2,25p F. filamentoso 
1-82 8,00 18,00 0,00 2,25p F. filamentoso 
3-39 8,00 18,00 0,00 2,25p F. filamentoso 
1-79 9,00 20,00 0,09 2,22p F. filamentoso 
13-29 3,00 6,67 0,16 2,22p F. filamentoso 
25-10 3,00 6,67 0,16 2,22p F. filamentoso 
3-49 8,33 18,00 0,47 2,21p F. filamentoso 
32-13 8,00 17,67 0,06 2,20p F. filamentoso 
32-24 8,00 17,67 0,06 2,20p F. filamentoso 
13-9 4,00 8,67 0,12 2,16p F. filamentoso 
25-74 1,67 3,33 0,62 2,16p F. filamentoso 
32-17 2,67 5,67 0,24 2,16p F. filamentoso 
25-11 4,67 9,67 0,37 2,15p F. filamentoso 
5-91 8,00 17,00 0,00 2,12p F. filamentoso 
7-97 3,00 6,33 0,16 2,11p F. filamentoso 
13-100 4,67 9,67 0,29 2,10p F. filamentoso 
7-51 4,00 8,33 0,24 2,08p F. filamentoso 
16-61 5,67 11,67 0,09 2,06p F. filamentoso 
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Serrapilheira-13 6,00 12,33 0,08 2,05p F. filamentoso 
16-75 5,00 10,00 0,34 2,05p F. filamentoso 
7-16 3,33 6,67 0,24 2,02p F. filamentoso 
1-81 10,67 21,33 0,08 2,00p F. filamentoso 
Serrapilheira-55 55 0,50 1,00 2,00p F. filamentoso 
13-10 4,00 8,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
13-14 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
13-38 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
13-5 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
16-26 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
16-43 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
16-50 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
16-67 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
25-44 1,67 3,00 0,71 2,00p F. filamentoso 
25-8 1,67 3,33 0,41 2,00p F. filamentoso 
32-29 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
32-44 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
5-28 0,50 1,00 0,00 2,00p F. filamentoso 
7-66 1,67 3,00 0,71 2,00p F. filamentoso 
13-59 3,33 6,33 0,34 1,94p F. filamentoso 
16-108 7,33 14,00 0,27 1,94p F. filamentoso 
32-8 12,00 23,33 0,04 1,94p F. filamentoso 
25-43 6,00 11,33 0,08 1,88p F. filamentoso 
32-43 24,67 46,33 0,07 1,87p F. filamentoso 
Serrapilheira-27 6,00 11,00 0,26 1,86p F. filamentoso 
1-23 16,67 31,00 0,05 1,86p F. filamentoso 
32-27 8,67 16,00 0,10 1,85p F. filamentoso 
16-1 24,00 43,67 0,12 1,84p F. filamentoso 
3-15 8,00 14,67 0,12 1,83p F. filamentoso 
7-94 2,00 3,67 0,47 1,83p F. filamentoso 
1-45 7,33 13,33 0,05 1,82p F. filamentoso 
16-30 14,33 26,00 0,06 1,81p F. filamentoso 
13-45 6,33 11,33 0,27 1,80p F. filamentoso 
13-26 6,33 11,33 0,18 1,80p F. filamentoso 
1-49 17,00 30,33 0,17 1,80p F. filamentoso 
13-11 5,00 9,00 0,00 1,80p F. filamentoso 
1-31 16,00 28,67 0,10 1,79p F. filamentoso 
1-72 27,00 48,33 0,09 1,79p F. filamentoso 
13-23 6,00 10,33 0,46 1,78p F. filamentoso 
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25-67 3,00 5,33 0,16 1,77p F. filamentoso 
16-105 11,00 17,33 0,35 1,75p F. filamentoso 
13-68 9,33 16,00 0,08 1,71p F. filamentoso 
1-10 17,67 30,00 0,09 1,70p F. filamentoso 
1-56 10,00 17,00 0,00 1,70p F. filamentoso 
32-1 4,33 7,33 0,07 1,70p F. filamentoso 
5-15 9,33 15,67 0,15 1,69p F. filamentoso 
16-16 22,00 37,00 0,00 1,68p F. filamentoso 
1-21 19,33 32,33 0,03 1,67p F. filamentoso 
1-66 21,00 35,00 0,00 1,66p F. filamentoso 
25-4 3,00 5,00 0,27 1,66p F. filamentoso 
Serrapilheira-10 7,00 11,67 0,07 1,66p F. filamentoso 
16-2 27,00 44,67 0,03 1,65p F. filamentoso 
16-82 11,33 16,33 0,51 1,64p F. filamentoso 
7-105 9,33 15,33 0,11 1,64p F. filamentoso 
1-62 17,00 28,00 0,00 1,64p F. filamentoso 
1-15 22,33 36,67 0,01 1,64p F. filamentoso 
7-55 24,00 39,33 0,02 1,63p F. filamentoso 
1-29 18,33 30,00 0,04 1,63p F. filamentoso 
13-25 6,33 10,33 0,04 1,63p F. filamentoso 
1-78 27,00 44,00 0,00 1,62p F. filamentoso 
13-33 11,00 17,67 0,04 1,60p F. filamentoso 
16-28 5,00 8,00 0,00 1,60p F. filamentoso 
13-94 4,00 6,33 0,12 1,58p F. filamentoso 
1-12 8,67 13,67 0,03 1,57p F. filamentoso 
13-24 6,00 9,33 0,08 1,55p F. filamentoso 
7-87 3,00 4,67 0,16 1,55p F. filamentoso 
25-20 9,67 14,67 0,13 1,51p F. filamentoso 
13-87 2,00 3,00 0,00 1,50p F. filamentoso 
13-89 2,00 3,00 0,00 1,50p F. filamentoso 
25-107 2,00 3,00 0,00 1,50p F. filamentoso 
25-78 2,00 3,00 0,00 1,50p F. filamentoso 
7-40 2,00 3,00 0,00 1,50p F. filamentoso 
7-90 2,00 3,00 0,00 1,50p F. filamentoso 
13-22 10,00 14,67 0,09 1,46p F. filamentoso 
13-27 13,00 19,00 0,03 1,46p F. filamentoso 
25-101 3,00 4,33 0,16 1,44p F. filamentoso 
25-66 3,00 4,33 0,16 1,44p F. filamentoso 
7-60 2,33 3,33 0,08 1,44p Levedura 
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5-94 11,33 16,00 0,12 1,41p F. filamentoso 
5-60 30,00 41,67 0,06 1,38p F. filamentoso 
25-72 2,67 3,67 0,08 1,38p F. filamentoso 
16-84 15,00 20,67 0,03 1,37p F. filamentoso 
13-104 14,00 19,00 0,12 1,35p F. filamentoso 
7-36 17,33 23,33 0,01 1,34p F. filamentoso 
7-108 19,33 26,00 0,03 1,34p F. filamentoso 
7-92 3,00 4,00 0,00 1,33p F. filamentoso 
7-98 9,00 12,00 0,00 1,33p F. filamentoso 
16-55 53,00 70,00 0,00 1,32p F. filamentoso 
16-52 40,67 53,67 0,00 1,31p F. filamentoso 
16-80 8,00 3,33 4,33 1,30p F. filamentoso 
13-95 14,67 18,33 0,15 1,29p F. filamentoso 
32-31 17,00 22,00 0,00 1,29p F. filamentoso 
16-23 50,00 64,67 0,01 1,29p F. filamentoso 
1-24 32,00 40,67 0,02 1,27p F. filamentoso 
16-72 10,33 13,00 0,06 1,26p F. filamentoso 
5-76 42,33 53,33 0,02 1,26p F. filamentoso 
16-79 6,67 8,33 0,18 1,25p F. filamentoso 
16-20 16,00 20,00 0,00 1,25p F. filamentoso 
32-52 18,33 22,67 0,06 1,24p F. filamentoso 
1-6 29,33 36,33 0,04 1,23p F. filamentoso 
13-8 6,00 26,33 0,21 1,22p F. filamentoso 
3-38 33,33 40,67 0,03 1,22p F. filamentoso 
13-16 25,00 30,33 0,02 1,21p F. filamentoso 
16-86 11,67 13,67 0,15 1,21p F. filamentoso 
5-110 42,67 51,67 0,02 1,21p F. filamentoso 
3-30 32,00 38,67 0,06 1,20p F. filamentoso 
5-67 44,00 53,00 0,00 1,20p F. filamentoso 
3-37 32,67 39,33 0,02 1,20p F. filamentoso 
32-7 7,00 8,33 0,07 1,19p F. filamentoso 
16-81 23,33 27,67 0,04 1,18p F. filamentoso 
13-3 24,00 28,00 0,00 1,16p F. filamentoso 
32-48 10,00 11,67 0,05 1,16p F. filamentoso 
16-51 46,67 53,67 0,02 1,15p F. filamentoso 
5-59 44,33 51,00 0,02 1,15p F. filamentoso 
32-6 7,00 8,00 0,00 1,14p F. filamentoso 
13-7 24,00 27,33 0,02 1,13p F. filamentoso 
25-16 31,33 34,67 0,12 1,11p F. filamentoso 
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7-110 22,33 23,67 0,02 1,05p F. filamentoso 
13-105 17,00 18,00 0,00 1,05p F. filamentoso 
32-89 17,00 18,50 0,50 1,05p F. filamentoso 
32-57 14,33 15,00 0,23 1,05p F. filamentoso 
25-5 22,67 23,00 0,02 1,01p F. filamentoso 
32-46 20,67 21,00 0,02 1,01p F. filamentoso 
Serrapilheira-36 30,00 30,33 0,02 1,01p F. filamentoso 
25-23 30,00 30,33 0,02 1,00p F. filamentoso 
Øc= diâmetro da colônia (mm); Øh= diâmetro do halo (mm); Ie.= índice enzimático. * Letras iguais na 
coluna não diferem estatisticamente (p>0,05) pelo Teste de Scott-Knott. 
 
 
 
